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Vorrichtung zur Probenvorbereitung 

Die Erfindung betrifft eine miniaturisierte Vorrichtung zur Vorbereltung von 
Probenmaterial mit Analyten in uberwiegend wassriger Losung. 

Insbesondere bei der Analyse und Extraktion von komplexen Materialien 
wie z.B. Zellen, Blut oder Nahrungsmittein miissen vor der eigentiichen 
Analyse oder Isolierung bestimmter Komponenten aufwendige 
Reinigungsschritte durchgefuhrt warden, urn die Analyten von der 
komplexen und oft storenden Matrix zu befreien. Erst durch diese 
Vorreinigung wird die weitere Analyse oder Aufreinigung moglich. 

Bekannte Methoden zur Probenvorbereitung sind beispielsweise Fallungen 
Oder Extraktionen. Doch auch nach derartigen Vorbehandlungen bleiben 
viele Proben noch zu komplex. Eine weitere Moglichkeit zur 
Probenvorbereitung stellen chromatographische oder elektrophoretische 
Methoden dar. Urn mit diesen Verfahren jedoch ausrelchend gereinigte 
Proben zu erhalten, 1st oftmals ein hoher apparatlver Aufwand notig. 

Fur analytische Anwendungen wurden in der letzten Zeit miniaturisierte 
mikrostrukturierte Analysensysteme mit planaren Kanalsystemen 
(Mikrochips) entwickelt. Miniaturisierte Analysensysteme bieten den Vorteil, 
zumeist elektrophoretische Trennungen ohne gro3en Aufwand und 
Verbrauch an Reagenzien durchzufuhren. Ein Beispiel hierfur ist der 
Bioanalyzer von Agilent Technologies, Deutschland. 

Diese Systeme sind jedoch ausschiieBlich fur analytische Zwecke 
konzipiert. Voraussetzung fur eine effektive und empfindiiche Analyse is* 

letztendlich in den Trennkanal. Dadurch ist es schwierig, ein 
Volumenelement einzubringen. das eine statistisch reprasentative 
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Zusammensetzung der urspriinglichen Probe besitzt. Nach erfolgter 
Analyse wird der Mikrochip verworfen. Die Analyten verbleiben auf dem 
Mikrochip. 

5 Demnach sind derartige Analysensyteme nicht zur Probenvorbereitung 
geeignet. Es ergibt sich daher die Aufgabe, das vorteilhafte Konzept der 
miniaturisierten Analysensysteme zu nutzen und Systeme zu entwickein, 
die insbesondere fur die Probenvorbereitung geeignet sind. Dazu mussen 
die Analyseeinheiten folgende Anforderungen erfullen: 
10 - im Gegensatz zu rein analytischen Systemen ist es bei 

Analyseeinheiten zur Probenvorbereitung wichtig, da3 groBe 
Probenvolumina verarbeitet werden konnen. 

- Falls die Analyten nach der Aufreinigung z.B. weiteren Analysen (z.B. 
Massenspektrometrie) oder Derivatisierungen zugefuhrt werden solien, 

1 5 mussen sie aus Analyseeinheit zur Probenvorbereitung entnommen 

werden konnen. 

- Sehr geringe Mengen an Analyt mussen aus einer groBen Menge an 
Probenmatrix isoliert werden konnen. 

- Nach der Aufreinigung sollte der Analyt in moglichst konzentrierter Form 
20 vorliegen. 

Es wurde gefunden, daB die oben genannten Anforderungen zur 
Probenvorbereitung von einer miniaturisierten Analyseeinheit, bestehend 
aus einem mikrostrukturierten planaren Kanalsystem aus Kunststoff als 
DurchfluBeinheit. einer Adapterkammer zur reversiblen Aufnahme der 

25 DurchfluBeinheit, einer Fluidikversorgung, einer Spannungsversorgung und 
Detektoren, erfullt werden. Die erfindungsgemaBe Analyseeinheit besitzt 
insbesondere eine Vorrichtung zur prazisen Aufgabe von groBen 
Probenvolumina uber 0,1 (il und bevorzugt eine Vorrichtung zum 
Ausschleusen von Probenteilen. Die Auftrennung erfolgt bevorzugt 

30 isotachophoretisch. 
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher eine Analyseeinheit zur 
Probenvorbereitung, zumindest umfassend eine DurchfluBeinheit aus 
Kunststoff mit einem mikrostrukturierten Kanalsystem, eine Adapterkammer 
zur reversiblen Aufnahme der DurchfluBeinheit, eine Fiuidikversorgung, 
5 eine Spannungsversorgung und mindestens einen Detektor, dadurch 
gekennzeichnet, da3 zur Aufnahme der Probe ein Kanalabschnitt 
vorgesehen ist, an dessen Enden sich jeweils Fluidikanschlusse befinden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform besitzt die erfindungsgemaBe 
10 Analyseeinheit eine Vorrichiuny zurn Ausschieusen von Probenteilen, die 
im wesentlichen aus einem Kanalsystem mit mindestens einer Y- 
Verzweigung, mindestens drei Transportelektroden und mindestens einer 
Detektionsvorrichtung vor besagter Verzweigungsstelie des Kanalsystems 
und einer elektrischen Schaltvorrichtung besteht. 

15 

In einer bevorzugte Ausfuhrungsform werden als Fluidikanschlusse 
Peristaltikpumpen, Spritzen oder Spritzenpumpen verwendet. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch die Verwendung der 
20 erfindungsgemaBen Analyseeinheit zur isotachophoretischen Auftrennung 
einer Probe. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist zudem die Verwendung der 
erfindungsgemaBen Analyseeinheit zur Abreicherung von 
25 Matrixkomponenten aus einer Primarprobe, zur Extraktion von Analyten 

aus einer Primarprobe, zur Abtrennung von Analyten aus der Phmarprobe 
Oder zur Anreicherung von Analyten im UnterschuB. 
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Abbildung 2 zeigt eine mogliche Vorgehensweise bei der Beftillung einer 
miniaturisierten Analyseeinheit. 

Abbildung 3 zeigt schematisch das Kanalsystem einer DurchfluBeinheit mit 
einer erfindungsgemaBen Vorrichtung zur Probenaufgabe und 
verschiedenen Moglichkeiten zur Probenentnahme. 

Abbildung 4 veranschaulicht das Ausschleusen einer Substanz mithilfe der 
erfindungsgemaBen Ausschleusevorrichtung. 

Abbildung 5 zeigt eine geeignete Vorrichtung zum Ein- und/oder 
Auskoppein optischer Leistung in definierte Bereiche mikrostrukturierter 
planarer fluidischer Systeme 



15 Abbildung 6 zeigt schematisch die Anbindung von Fluidik und Elektrik an 
eine DurchfluBeinheit. 



10 



Die Eriauterungen zu den Abbildungen 7 bis 10 finden sich in den 
Belspielen 3 und 4. 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Analyseeinheit, mit der uber 0,1 
flussiges Probenmaterial quantitativ entnommen, mittels 
elektrophoretischer Prozesse kontrolliert aufgereinigt und optional 
analysiert Oder weiteren Systemen zugefuhrt werden kann. Die 
Gesamtkonzentration an gelosten, ionischen Komponenten kann dabei in 
einem Bereich von 1 ]xM bis 10 mM liegen. 



Die erfindungsgemaBe Analyseeinheit zur Probenvorbereitung besteht 
zumindest aus den folgenden Bestandteilen: 

- einer DurchfluBeinheit aus Kunststoff mit einem mikrostrukturierten 
Kanalsystem 
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- einer Adapterkammer zur reversiblen Aufnahme der DurchfluBeinheit 

- einer Fluidikversorgung 

- einer Spannungsversorgung 

- mindestens einem Detektor 

Die DurchfluBeinheit ist weiterhin so strukturiert, daB eine Vorrichtung zur 
Aufgabe von Probenvolumina zwischen 0,1 und systembedingt 
typischerweise 20 ^1 mit einer Abweichung von unter 5% vorhanden ist. 
Falls die ubrigen Gerateparameter der Analyseeinheit, wie z.B. die 
Stromversorgung, die fur eine effektive Trennung und Analyse wichtig sind, 

anaeoasst werdpn knnnpn ^iirh nrr\f<cir£^ Prr^K£ir^\/^l. .rv^ir^^ i 

^ I I • — ■ ^.^.^w.w . . I V x^iuii I III ic* cluiycytJUd I 

werden. Das Probenvolumen wird lediglich durch das Volumen des 
Kanalabschnittes definiert, der von den Fluidikanschlussen begrenzt wird. 
Bevorzugt ist zudem eine Vorrichtung zum Ausschleusen von Probenteilen 
integriert. 



Im folgenden wird der Aufbau der einzelnen Teile der erfindungsgemaBen 
Analyseeinheit beschrieben: 

DurchfluBeinheit: 

Das Kernstuck mikrofluider bzw. mikrostrukturierter Systeme sind in der 
Regel eine DurchfluBeinheit, die zumindest das Kanalsystem sowie 
optional Aussparungen zur Integration peripherer Einrichtungen aufweist, 
und peripheren Einrichtungen, wie Detektoren. Fluidikanschlusse, 
VorratsgefaBe, Reaktionskammern, Pumpen, Steuervorrichtungen etc.. die 
in die DurchfluBeinheit integriert bzw. daran angeschlossen werden 
konnen. Als DurchfluBeinheiten fur eine Analyseeinheit sind erfindungs- 
gemaB Systeme geeignet, in denen durch Zusammenfugen von 
mindestens zwei Bauteilen wip z B Suhstra^ nnrl Dorkp! Mlk rnW^.n:^' 



15 



vercieri Konner 
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Das Kanalsystem der DurchfluBeinheit weist typischerweise zwei oder 
mehrere Kanalsegmente fur die Aufnahme von Trennpuffern auf. Diese 
Kanalsegmente sind jeweils mit Fluidikanschlussen zum Ein- und 
Ausbringen der Puffer versehen. Falls die Kanalsegmente zusatzlich als 
5 Trennkanal dienen, konnen die Fluidikanschlusse auch zur Entnahme von 
Analyten oder Matrixkomponenten genutzt werden. 

Weiterhin enthalt das Kanalsystem mindestens ein Kanalsegment fur die 
Aufnahme der Probe mit Fluidikanschlussen zum Einbringen der Probe 
10 bzw. zum Ausbringen der aufgereinigten Probe oder der Matrix. 

Bevorzugt werden mit der erfindungsgemaBen Analyseeinheit die Proben 
isotachophoretisch aufgetrennt, da damit die Moglichkeit gegeben ist, 
kleinste Mengen von Analyten aus groBen Probenvolumina anzureichern 

15 und zu separieren. Dafur muB die DurchfluBeinheit es gestatten, das 
Probenvolumen zu Beginn der isotachoporetischen Trennung direkt 
zwischen zwei Zonen von wassrigen Puffern einzubringen, wobei ein 
Puffer, der sogenannte Leitpuffer, lonen von hoherer elektrophoretischer 
Mobilitat aufweist als die zu analysierenden Komponenten der Probe und 

20 der andere Puffer, der SchluBpuffer, lonen von geringerer 
elektrophoretischer Mobilitat. 

Die Bauteile der DurchfluBeinheit der Analyseeinheit bestehen bevorzugt 
aus kommerziell erhaltlichen thermoplastischen Kunststoffen, wie PMMA 
25 (Polymethylmethacrylat), PC (Polycarbonat), Polystyrol oder PMP 

(Polymethylpenten), cycloolefinischen Copolymeren oder duroplastischen 
Kunststoffen, wie beispielsweise Epoxidharzen. Bevorzugterweise 
bestehen alle Bauteile eines Systems aus demselben Material. 

30 Die Bauteile konnen nach dem Fachmann bekannten Methoden hergestellt 
werden. Bauteile, die Mikrostrukturen enthalten, konnen beispielsweise 
durch etablierte Verfahren, wie HeiBpragen, SpritzguB oder ReaktionsguB, 
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produziert werden. Besonders bevorzugt werden Bauteile eingesetzt, die 
nach bekannten Techniken zur Massenproduktion vervielfaltigt werden 
konnen. Mikrostrukturierte Bauteile konnen Kanalstrukturen mit 
Querschnittsflachen zwischen 10 und 250000 iim^ besitzen. 

Zur Integration von Elektroden in die DurchfluBeinheit werden die 
Elektroden bevorzugt an einem Bauteil des Systems, dem Deckel 
angebracht. Sie mussen dazu eine hinreichende Haftfestigkeit auf dem 
Kunststoff bauteil aufweisen. Dies ist sowohl fur das Zusammenfugen der 
einzeinen Bauteile ais auch fur den spateren Einsatz der gesamten 
Vorrichtung von Bedeutung. Werden bei der Verbindung der Bauteile z.B. 
Kiebstoffe eingesetzt, darf der Klebstoff die Elektrode nicht von der 
Kunststoffoberflache ablosen. Weiterhin soilten die Elektroden aus 
chemisch inerten Materialien, wie z.B. Edelmetallen (Platin, Gold) 
bestehen. 



Die Metallisierung von Kunststoffoberflachen erfolgt typischenveise durch 
elektrochemisches Abscheiden von Metallen aus Metallsalziosungen. 
Hierfur ist es allgemein ubiich, in einem mehrstufigen ProzeB zunachst die 
Kunststoffoberflache chemisch oder mechanisch vorzubehandein, einen 
diskontinuierlichen Primer aufzubringen und abschlieBend die 
elektrochemische Abscheidung durchzufuhren. Beschreibungen dieser 
Metallisierungstechniken finden sich z.B. in US 4,590,1 15, EP 0 414 097, 
EP 0 417 037 und bei Wolf und Gieseke (G.D. Wolf, H. Gieseke, „Neues 
Verfahren zur ganzflachigen und partiellen Metallisierung von Kunst- 
stoffen," Galvanotechnik 84, 2218-2226. 1993). Den naBchemischen 
Verfahren gemeinsam ist, daB relativ aufwendige Vorbehandlungsprozesse 



DE 196 02 659 wifu dab riariteste Auiorinyen von Kupier aui 
mehrphasige Polymermischungen mittels Aufdampfen oder Sputtern 

heschriGben Als Ursacho der outer Haftun-n wird die Zusarnmensetz.;^i 
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der Polymermischungen genannt. Demnach mussen die Mischungen 
Polyarylensulfide, Polyimide oder einen aromatischen Polyester enthalten. 

Der EinfluB von Plasmavorbehandlungen zur Erzielung besserer 
5 Hafteigenschaften von Metallen auf Kunststoffoberflachen wird von 

Friedrich (J. Friedrich, „Plasmabehandlung von Polymeren", kleben & 
dichten 41, 28-33, 1997) am Beispiel verschiedener kommerziell 
erhaltlicher Thermoplaste zusammengefaBt. 

10 Besonders bevorzugt warden die Elektrodenstrukturen auf den Kunststoff- 
bauteilen mittels einer Zwei-Schicht-Technik erzeugt. Dazu wird zunachst 
eine haftvermittelnde Schicht aus Chromoxid erzeugt. Im Gegensatz zu 
Edelmetallen zeigt Chromoxid hervorragende Hafteigenschaften auf 
Kunststoffoberflachen. Zudem ist Chromoxid im Gegensatz zu 

15 elementarem Chrom und anderen Ubergangsmetallen wesentlich 
bestandiger gegenuber Redoxprozessen, Auf die Haftschicht aus 
Chromoxid wird dann das Edelmetall, wie beispielsweise Platin Oder Gold 
Oder Legierungen dieser Metalle, aufgetragen. 

20 Das selektive Aufbringen von Chromoxid und der darauf abzuscheidenden 
Edelmetallschicht auf Kunststoffsubstraten erfolgt bevorzugt im lift-off- 
Verfahren oder mittels der Schattenmaskentechnik oder der Strukturierung 
von zunachst ganzflachig aufgebrachten metallischen Schichten. Diese 
Verfahrenstechniken sind Standardprozesse der Mikrostrukturtechnik. Im 

25 foigenden werden die fur die Zwei-Schicht-Technik erforderlichen 
Arbeitsschritte fiir die genannten Verfahren kurz beschrieben. 

Lift-off-Verfahren: Das selektiv zu metallisierende Kunststoffbauteil wird mit 
einem Photolack beschichtet. Dieser Photolack darf dabei das zu 
30 metallisierende Kunststoffteil nicht bzw. nur leicht aniosen. Fiir PMMA hat 
sich z.B. ein Photolack der Firma Allresist, Berlin (AR 5300/8) als geeignet 
erwiesen. Nach Belichtung und Entwicklung der zu metallisierenden 
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Strukturen erfolgt das Aufbringen der metallischen Schichten in einer 
Sputteranlage. Das Aufbringen der Chromoxidschicht erfolgt wahrend des 
Sputterprozesses durch das Einleiten von Sauerstoff in das typischerweise 
verwendete Argon-Plasma der Sputteranlage. Als Sputtertarget wird ein 

5 konventionelles Chrom-Target venA^endet. Typische Chromoxid- 

Schichtdicken sind 10-50 nm. Alternativ kann direkt ein Chromoxid-Target 
eingesetzt werden. Das Sputtern von Platin bzw. dessen Legierungen oder 
von Gold wird direkt anschlieBend unter Standardbedingungen, d.h. im 
Argon-Plasma, durchgefuhrt. Als vorteilhaft fur die Haftfestigkeit der 

10 Chromoxidschicht hat sich auBerdem ein vor dem Sputtern des 

Chromoxids durchgefuhrtes Rucksputtern des Kunststoffs in einem 
Sauerstoff/Argon (ca. 5 Vol% / 95 Vol%) Plasma erwiesen. In dem 
eigentlichen lift-off-ProzeB wird der noch vorhandene Photolack und mit 
diesem die auf dem Lack befindliche Metallschicht in einem Entwickler der 

15 Firma Allresist (AR 300-26) von dem Kunststoffbauteil abgelost. 

Schattenmaskentechnik: Das selektiv zu metallisierende Kunststoffteil wird 
mit einer sogenannten Schattenmaske abgedeckt. Diese hat an den zu 
metallisierenden Bereichen Aussparungen. Durch diese hindurch werden 
20 die Metallschichten in Analogie zum lift-off-Verfahren aufgesputtert. 

Strukturierung flachiger metallischer Schichten: Auf einem selektiv zu 
metallisierenden Kunststoffteil wird zunachst ganzflachig eine Metallschicht 

in Analogie zum bereits beschriebenen SputterprozeB aufgebracht. Diese 
25 wird in nachfolgenden ProzeBschritten, entweder durch selektiven Abtrag 
mittels z.B. Laserablation (Gold und Platin) oder z.B. durch selektives 
naBchemisches Atzen, strukturiert. Zur Strukturierung mittels naB- 
chemischem Atzen wird auf die Metallschicht 7unachst ein Photolack 

juio wifci aann n; Vvvarud-Losung if' oon Deiicnteton bereicner^ aDgeiosi 
Die elektrisch nicht leitende Chromoxid-Schicht bleibt zuruck. AbschlieBend 
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wird der verbliebene Photolack mit einem Entwickler (z.B. AR 300-26, Fa. 
Allresist, Berlin) abgelost. 

Die Haftfestigkeit von mit Chrom als auch mit Chromoxid als Haftschicht 
5 mittels Sputtertechnik hergestellten Elektroden wurde mit Hilfe von 

AbreiBtests uberpruft. Die Haftfestigkeit der Chromoxidschichten ist deutlich 
groBer. Auch bei Ultraschallbehandlung in alkalischer Losung sind die 
Metallschichten, welche mit Chromoxid als Haftschicht hergestellt wurden, 
verglichen mit Metallschichten, die mit Chrom als Haftschicht hergestellt 
10 wurden. deutlich bestandiger. 



Nach Produktion und Vorbereitung der einzelnen Bauteile werden diese 
zusammengefugt. Bevorzugterweise ist ein Bauteil, das Substrat, 
mikrostrukturiert und mit ruckseitigen Bohrungen bzw. Aussparungen zum 

15 Befullen der Kanale und/oder Kontaktieren der Elektroden versehen. 

Desweiteren hat sich auch die Verwendung einer sogenannten Dichtlippe, 
d.h. einer die Kanalstrukturen vollstandig umschlieBenden Erhebung auf 
den Substraten mit Hohen zwischen typischerweise 0,5 bis 5 |xm, 
hinsichtlich des Verklebeprozesses als sehr vorteilhaft erwiesen. Das 

20 andere Bauteil, der Deckel, dient zur Abdeckung und ist z.B. bei elektro- 

phoretischen Analyseeinheiten mit den Elektroden versehen. In diesem Fall 
wird der Deckel erfindungsgemaB als Elektrodendeckel bezeichnet. Fur 
bestimmte Anwendungen konnen die DurchfluBeinheiten eine von dieser 
bevorzugten Anordnung abweichende Funktionalisierung der Bauteile 

25 erfordern. In diesem Fall konnen beispielsweise mehr als zwei Bauteile, 
z.B. zwei Deckel und ein Substrat etc, zusammengefugt werden, um 
ubereinander liegende Kanalstrukturen zu erzeugen, Oder weitere 
Funktionalitaten, wie Detektionssysteme, Reaktionskammern etc., in die 
Bauteile integriert werden. ErfindungsgemaB werden alle Telle der 

30 DurchfluBeinheit, die mittels eines Bondingverfahrens zusammengefugt 
werden, als Bauteile bezeichnet. Sie konnen mikrostrukturiert sein, mit 
Elektroden versehen sein Oder andere Funktionalitaten aufweisen. Eine 
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Unterteilung der Bauteile in Substrate und Deckel Oder auch Elektroden- 
deckel, falls das entsprechende Bauteil mit Elektroden versehen ist, dient 
lediglich der naheren Beschreibung der Ausfuhrungsform der speziellen 
Bauteile und stellt keine Einschrankung bezuglich weiterer Eigenschaften 
5 der Bauteile, wie Mikrostrukturierung etc., Oder deren Kombination 
untereinander dar. 

Das Zusammenfugen der Bauteile erfolgt bevorzugt mit hoher Prazision 
mittels eines Klebeverfahrens. Der Klebstoff darf nicht in die Kanale 

10 hineinlaufen und deren Oberflache bedecken, ria dies die 

Oberflacheneigenschaften der Kanale verandern kann. Es wurde gefunden, 
daB dies beispielsweise zu verstarkter Adhasion von Analyten, wie z.B. 
Proteinen, an den Kanalbereichen fuhrt, die mit Klebstoff benetzt sind. Dies 
wiederum beeinfluBt die Trennqualitat. Genauso beeintrachtigt das 

15 Verkleben der Elektroden mit Klebstoff deren Funktionsfahigkeit. 

Weiterhin ist es von groBer Bedeutung, daB das Volumen der Kanale nicht 
verandert wird, wie dies beispielsweise durch das unkontrollierte EinflieBen 
von Klebstoff geschehen wurde. ErfindungsgemaB wird der Kanal zur 
20 Verbesserung der Detektionsempfindlichkeit bevorzugt in der Umgebung 
der Detektionselektroden verengt. Dadurch ist es gerade in diesen 
Bereichen wichtig, daB kein Klebstoff in den Kanal gelangt. 

Zum Zusammenfugen der Bauteile wird erfindungsgemaB bevorzugt 
25 zunachst auf das mikrostrukturierte Bauteil an den Stellen, an denen keine 
Strukturierung vorliegt, ein Klebstoff aufgebracht. Die Schichtdicke betragt 
zwischen 0,5 und 10 |j.m. bevorzugt zwischen 3 und 8 |am. Typischerweise 
erfolqt die Auftraqunq mittels einem aus ripr Drnoktechnik hpkannt^^ 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird hierzu uber eine strukturierte 
metallische Rasterwalze. die ein definiertes Volumen an Klebstoff 
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aufnimmt, ein diinner Klebstofffilm auf eine zweite nicht strukturierte Waize, 
die mit einem Polymer beschichtet ist, aufgetragen. Von dieser wiederum 
erfolgt der Auftrag direkt auf das strukturierte Substrat in der Weise, daB 
sich bevorzugt eine Klebstoffdicke zwischen 3 und 8 //m auf der nicht 

5 strukturierten Oberflache des Substrates ergibt. Je nach verwendetem 
Kunststoff (Substratmaterial) wird der Ubertrag zwischen der Kunststoff- 
walze und dem Substrat durch eine eventuelie Viskositatssteigerung des 
Klebstoffes (Vorpolymerisation) beelnfluBt. Ein bedeutender Vorteil dieses 
Verfahrens ist, daB das Substrat relativ zu der den Klebstoff auftragenden 

10 WaIze nicht positioniert werden muB und trotzdem Klebstoff ausschlieBlich 
nur in den nicht strukturierten Bereichen des Substrates aufgebracht ist. 
Wird zuviel Klebstoff aufgetragen, wird beim Zusammenpressen von 
Deckel und Substrat Klebstoff in den Kanal einflieBen. Ist partiell 
unzureichend Klebstoff aufgetragen worden, resultieren Undichtigkeiten der 

15 Kanalstruktur. Dieses Verbindungsverfahren erfordert eine Ebenheit der 
Bauteile von bevorzugt kleiner ca. 5 /ym/cm Bauteillange. 

Der verwendete Klebstoff dart die Oberflache der Bauteile nicht oder nur 
sehr schwach aniosen, damit die Elektroden beim VerklebungsprozeB nicht 

20 vom Klebstoff abgelost oder unterbrochen werden. Bevorzugterweise wird 
daher als Klebstoff das Produkt NOA 72, Thiolacrylat der Firma Norland, 
New Brunswick NJ, USA verwendet. Dieser Kleber wird photochemisch 
ausgehartet. Es konnen jedoch fur das Verfahren auch andere Arten von 
Klebern, wie z.B. thermisch hartende Kleber, verwendet werden, die die 

25 oben genannten Voraussetzungen erfullen. 

Nach dem Aufbringen des Klebstoffs wird das zweite Bauteil mit den 
Dunnschichtelektroden beispielsweise auf einer Belichtungsmaschine zu 
dem Substrat geeignet positioniert und aufgepreBt. Hierzu wird bevorzugt 
30 das Substrat mit dem aufgebrachten Klebstoff in der Belichtungsmaschine 
in der sonst fur Silizium-Wafer vorgesehenen Position fixiert. Bevorzugt ist 
die Verwendung von starken Glasplatten als PreBflache, da so direkt die 
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Positionierung und die photochemische Hartung des Klebers durch 
Bestrahlung mit einer Hg-Lampe (Emissionswellenlange 366 nm) 
durchgefuhrt werden kann. Der Elektrodendeckel wird in der fur die 
Belichtungsmaske vorgesehenen Position fixiert, indem er mit einer 
5 Glasplatte eingefrasten Vakuumvorrichtung gehalten wird. Da sowohl der 
Elektrodendeckel als auch die zur Halterung des Deckels verwendete 
Glasplatte transparent sind, kann durch diese Anordnung hindurch der 
Deckel bezuglich des Substrates justlert werden. Falls der Deckel uber das 
Substrat hinausragt, kann dieser auch mechanisch gehalten werden. 

10 

Die Positionierung des Deckels auf dem Substrat kann fur den Klebe- 
vorgang typischerweise neben einer optisch mechanischen Justage unter 
Zuhilfenahme von optischen Justagemarken auch passiv mechanisch mit 
Hilfe einer Einrastvorrichtung, optisch mechanisch ohne besondere 
15 Justagemarken Oder elektrisch mechanisch mit Hilfe von elektrischen 
Marken (Kontakten) erfolgen. 



Es wurde gefunden, daB die bevorzugten optischen metallischen 
Justagemarken auf dem Deckel in demselben ProzeBschritt wie die 

20 Elektroden aufgebracht, d.h. bevorzugt aufgesputtert, werden konnen, d.h. 
es ist kein Mehraufwand notwendig. Auch die entsprechenden 
Gegenstrukturen auf dem Substrat erfordern keine zusatzliche 
Prozessierung, da diese gemeinsam mit den Kanalstrukturen in einem 
Abformschritt in das Substrat eingebracht werden. Fur die optisch 

25 mechanische Justage mu3 zumindest ein Bauteil aus einem transparenten 
Kunststoff bestehen. Mit Hilfe der erfindungsgemaB aufgebrachten 
Justagemarken werden die beiden Bauteile mit einer Genauigkeit von 
mindestenf^ - 10 //m tynischerwoif^p soqar - 9 nvn (y B f^oH- t-u kt PoQitjn- 

■ lonf? HosiTioniorgenriijiyKeiT uniorsTut/t rue HeahsieMuny reproauzierDare: 
Trenn- und Analyseergebnisse. Nun wird mit einer UV-Lampe der Klebstoff 
nolymerisiert. Nach dem Abschalten des Vakuums fiK die Deckelhalterunq 
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bzw. Losen der mechanischen Fixierung wird die DurchfluBeinheit aus der 
Belichtungsmaschine entnommen. 

In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform wird ein Bauteil mittels 
5 eines in der Drucktechnik bekannten Verfahren (Tampon-Druck) mit 

Klebstoff versehen. Das mit den Elektroden versehene Bauteil wird dazu 
auf den Bereichen, die beim Zusamnnensetzen der beiden Bauteile nicht 
uber einem Kanal liegen oder elektrisch kontaktiert werden mussen mit 
dem Kleber benetzt. Mikrostrukturierte Bauteile werden so benetzt, daB 
10 kein Klebstoff in die Kanalstruktur oder sonstige Aussparungen gelangt. Bei 
dem Tampon-Druck handelt es sich urn einen strukturierten Kleberauftrag. 
In einer Negativform des Substrates wird Klebstoff bevorratet. Durch ein 
typischerweise Siiikonkissen wird dieser Klebstoff strukturiert 
aufgenommen und z.B. auf den Deckel so aufgebracht, daB die Bereiche, 
15 die spater eine Wand eines Fluidikkanais bilden, nicht mit Klebstoff benetzt 
werden. Das Bauteil mit den Kanalstrukturen wird anschlieBend, wie bereits 
beschrieben, geeignet zu seinem Gegenstuck positioniert und aufgepreBt, 
Die Aushartung erfolgt wie oben beschrieben. 

20 Auch ein strukturierter Kleberauftrag mittels Spruhtechniken (z.B. 

microdrop-Verfahren) oder unter Verwendung der Siebdrucktechnik ist 
moglich, sofern die laterale Auflosung des Kleberauftrags ausreicht. 

Unter Aufpressen des zweiten Bauteils bzw. Zusammenpressen der 
25 Bauteile ist erfindungsgemaB zu verstehen, daB die Bauteile geeignet 
miteinander in Kontakt gebracht werden. Um nach der Aushartung eine 
dauerhafte Verbindung der Bauteile zu erzielen, ist es zumeist nicht 
notwendig, eine groBe Kraft auszuuben, d.h, die Bauteile sehr stark 
aufeinander zu pressen. 

30 

Wird der AusharteprozeB des Klebers auBerhalb der zur Positionierung von 
Deckel und Substrat verwendeten Justagevorrichtung durchgefuhrt, konnen 
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der metallisierte Deckel und das Substrat, nachdem sie zueinander justiert 
wurden, mittels LaserschweiBen zunachst geheftet werden. Hiernach wird 
der Verbund aus der Justagevorrichtung genommen und in einer separaten 
Belichtungsappartur oder einem Ofen wird der venA/endete Klebstoff 
5 ausgehartet. Diese Vorgehensweise bedeutet eine ProzeBbeschleunigung 
und Vereinfachung, da das Ausharten nicht mehr in der Justagevorrichtung 
erfolgen muB. 

Da die bevorzugterweise verwendeten thermoplastischen Materialien fur 
10 Laserlicht im sichtbaren und nahinfraroten We!!en!angenbereich 

weitestgehend transparent sind, erfordert das LaserschweiBen in diesem 
Wellenlangenbereich eine Absorberschicht zum Absorbieren der optischen 
Leistung an der Grenzflache zwischen Deckel und Substrat. Diese 
Absorberschicht wird gleichzeitig mit dem Aufbringen der Leistungs- bzw. 
15 Detektoreiektroden aufgebracht. Beispielsweise kann der Elektrodendeckel 
beim Besputtern der Elektroden mit Edelmetall zusatzlich an weiteren 
Stellen mit einer Edelmetallschicht als Absorberschicht besputtert werden. 

Das VerschweiBen eines mit 200 nm dicken Platin-Elektroden versehenen 
20 Elektrodendeckels, der somit auch zusatzliche Platin-Flachen zum 

Absorbieren der Laserleistung beinhaltet, mit einem Substrat (Basismaterial 
PMMA) erfolgt mit Diodenlaserstrahlung (Wellenlangengemisch aus 808, 
940 und 980 nm) mit einer Leistung von 40 Watt bei einem 
Fokusdurchmesser von 1,6 mm. Die Platin-Schicht wird beim 
25 VerschweiBen zerstort. 

Alternativ ist auch die Verwendung eines z.B. mit RuBpartikeIn gefullten 
Substrates oder Deckels als Absorber moalich Diese letztof^nanntp 

-xanaiwano aus einern anaeren Material tx^steri: ^wicn (hh Mngiicnknitpr : 
optische Leistung fur optische Detektionszwecke in den Kanal ein- oder 
auszukoDpeIn, werden dadurch eingeschrankt 
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Die Kontaktierung der Transport- und Detektionselektroden sowie die 
automatische Regelung und das Umschalten des elektrischen Flusses 
erfolgen nach dem Fachmann bekannten Methoden. 

5 

Die Mikrostrukturierung der Bauteile, d.h. die Konzeption des Kanalsystems 
kann auf die jeweilige Anwendung angepaBt werden. Die 
Detektionselektroden konnen an jeder beliebigen Stelle im Kanalsystem 
positioniert werden. Besonders bevorzugt werden sie jedoch an Engstelien 
1 0 positioniert, an denen das Kanalsystem einen geringeren Durchnnesser hat. 
Dadurch wird bei der Detektion eine besonders gute analytische Auflosung 
erzielt. 

Bevorzugterweise besitzt eine DurchfluBeinheit mehrere Segmente von 
15 Trennkanalen in Reihenanordnung oder in Verzweigung. Die Segmente 
besitzen einen relativ groBen Querschnitt von typischerweise 0,01 bis 1,0 
mm^. Zwischen den Segmenten sind Engstelien von Querschnitten < 0,01 
mm^, die bei der Herstellung wahlweise mit einem Detektor versehen 
werden konnen. Auf diese Weise ist es moglich, mit einem Baumuster fur 
20 die Kapillarstruktur durch Variation der Position des Detektors 

DurchftuBeinheiten mit verschiedenen Volumenverhaltnissen von 
Trennkanal zu Primarprobe (entspricht Kanalsegment zur Probenaufgabe) 
herzustellen. Die Spanne des Volumenverhalnisses 

Trennkanal/Primarprobe reicht typischerweise von 2/1 bis 30/1 . Bei kleinen 
25 Volumenverhaltnissen ist eine Trennung mit geringer Auflosung in kurzer 
Zeit moglich, bei groBen Volumenverhaltnissen kann eine Trennung mit 
hoher Auflosung bei langerer Trennzeit durchgefuhrt werden. 

Vorrichtung zur Probenaufgabe: 

30 

Diese Vorrichtung wird durch die Konzeption des Kanalsystems der 
DurchfluBeinheit und die Integration von Fluidikanschlussen erzeugt. 
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Im Gegensatz zu anderen Aufgabemethoden wird bei der erfindungs- 
gemaBen Vorrichtung das Kanalsystem wahrend der Probenaufgabe an 
zwei Stellen geoffnet. Eine Offnung dient zur Einleitung der Flussigkeit, d.h. 
beispielsweise der Probenlosung, die andere Offnung ermoglicht den 
5 Austritt der vorher im Systenn befindlichen Flussigkeit Oder Luft. Prinzip der 
erfindungsgemaBen Aufgabevorrichtung ist demnach das Verdrangen 
eines in einenn bestimmten Kanalabschnitt befindlichen Flussigkeits- Oder 
Gas-Volumens durch die Probenlosung. 



10 Durch geeignete Wah! der Eintritts- und Austrittsoffnung wird iediglich die 
Flussigkeit in dem dazwischenliegenden Kanalabschnitt verdrangt bzw. der 
dazwischenliegende Kanalabschnitt gefullt. Die Flussigkeit in eventuell 
vorhandenen angrenzenden Seitenkanalen wird nicht ausgetauscht, da 
sich in den Seitenkanalen keine geoffneten Eintritts- oder Austritts- 

15 offnungen befinden und so die Flussigkeit in diesen Bereichen weder durch 
Druck noch durch Sog bewegt wird. Verluste bzw. Verdunnungen durch 
Flussigkeitsstrome an den Kontaktflachen zu Seitenkanalen sind im 
Verhaltnis zum gesamten Probenvolumen, das typischenveise im ^il- 
Bereich liegt, gering. Bei geeigneter konstanter Dosiergeschwindigkeit kann 

20 die Probenaufgabe sehr gut reproduzierbar erfolgen. Dies ist ein groBer 
Vorteil gegenuber Methoden, bei denen sehr kleine Probenvolumina von 
wenigen Nanolitern aufgegeben werden. Eine erfindungsgemaBe Aufgabe- 
vorrichtung ist prinzipiell auch fur Aufgabenvolumina von weniger als 50 nl 
geeignet. Jedoch sind dann bezuglich Prazision und Genauigkeit 

25 Kompromisse notwendig. 

Der Transport der Probenflussigkeit kann uber Fluidikanschlusse, d.h. dicht 



Diese Vorrichtungen konnen bevorzugt auBerhalb. moglichst dicht an der 
DurchfkiBeinheit. angebracht werden 
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Die austretende Fliissigkeit muB nicht zusatzlich abgepumpt werden. Sie 
wird durch den Druck der injizierten Ersatzflussigkeit hinreichend effektiv 
verdrangt. 

Durch diese Art des Befullens werden die Nachteile der elektroosmotischen 
Injektion vermieden, d.h. die Befullung ist weitgehend unabhangig von 
Probenzusammensetzung, pH-Wert und dem Material der DurchfluBeinheit. 
Durch die vorhandenen Ventile Oder dichtschlieBenden Pumpen wird jede 
storende Flussigkeitsbewegung, wie beispielsweise durch hydrostatische 
Druckdifferenzen oder Elektroosmose, unterbunden. 



Viskositat und lonenstarke der Probenlosung oder der zu verdrangenden 
Losung, d.h. z.B. eines Transportpuffers, haben nur geringen Einflu3 auf 

15 die Dosierung oder die Einfullgeschwindigkeit. Es ist moglich, 

Suspensionen, Ennulsionen, partikel- und zellhaltige Flussigkeiten 
einzufullen. Genauso unterliegt die Wahl des Materials zum Aufbau der 
Analysenvorrichtung, d.h. besonders die Beschaffenheit der Wande des 
Kanalsystems der erfindungsgemaBen Vorrichtung zur Probenaufgabe 

20 keiner Einschrankung. Auch Druckschwankungen, Pulsationen, Anlauf- 
oder Stopeffekte wahrend des Einbringens der Probe haben auf die 
Dosiergenauigkeit keinen EinfluB. 



Die erfindungsgemaBe Vorrichtung besitzt bezuglich des Aufgabevolumens 
25 systembedingt weite Grenzen. Das Volumen der Probeflussigkeit, die 

injiziert werden kann, wird allein durch das Volumen des Kanalabschnitts 
bestimmt, der sich zwischen den Offnungen befindet. Durch Variation der 
geometrischen Abmessungen dieses Abschnitts bei dem Design des 
Kanalsystems der DurchfluBeinheit lassen sich vorab an das analytische 
30 Problem angepasste Probenvolumina festlegen. Genauso ist es moglich, 
verschieden groBe Abschnitte parallel und/oder in Reihe zu impiemen- 
tieren, so daB das Volumen des durch die Probenlosung zu verdrangenden 




wo 00/77511 - 19 - PCT/EPOO/05518 

Abschnitts variiert werden kann. Bevorzugterweise wird deshalb ein System 
zur Nutzung der erfindungsgemaBen Vorrichtung mit mehreren 
Kanalabschnitten unterschiedlicher Dimension versehen, die uber jeweils 
unabhangige Fluidikanschlusse fur die Probenaufgabe venA/endet werden 
konnen. Dadurch konnen Probenvolumina zwischen 0,1 und 20 ^il in 
unterschiedlicher Abstufung je nach Bedarf injiziert werden. Dabei werden 
ubiicherweise Variationskoeffizienten bei der Aufgabe von Probenvolumina 
ab 1 III von etwa 5%, typischerweise unter 2% erreicht. 



Aut diese Weise konnen quantitativ reproduzierbare und leicht handhab- 
bare representative Probenmengen eines flussigen Analyten in ein 
mikrostrukturiertes System eingebracht werden. 



Abbildung 1 zeigt beispielhaft eine mogliche Anordnung des Kanalsystems 
der erfindungsgema3en Aufgabevorrichtung. Das Kanalsystem ist in zwei 
Kanalabschnitte 1A und 1B mit unterschiedlichem Volumen unterteilt. 
Daran angrenzend befindet sich der Trennkanal 1C. Uber die Fluidik- 
anschlusse 11,12 und 13 kann entweder der Kanalabschnitt 1 A (Bei 
Offnen der Anschlusse 1 1 und 12) oder der Kanalabschnitt IB (Bei Befullen 
uber die Anschlusse 12 und 13) oder die beiden Kanalabschnitte 
zusammen (bei Befullen uber die Anschlusse 1 1 und 13) mit der Proben- 
losung gefullt werden. Nach Befullen der Aufgabeabschnitte wird durch 
Anlegen einer Spannung die Probe in Abschnitt 1C aufgetrennt. Falls nur 
Abschnitt 1A mit der Probe befullt wurde, kann auch Abschnitt IB als 
Trennstrecke genutzt werden, so daB die Trennstrecke bei Bedarf 
verlangert werden kann. 



dUb urei Reservoirefi Rl ois Ro. oon Kanaiauscnnitten Kl bis K^. aer. 
Fluidikanschlussen F1 bis F6 und einer Verzweigungsstelle Vz. Das in der 
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Abbildung gezeigte System besitzt einen Kanalabschnitt K1 zur 
Probenaufgabe. Die Trennung kann entlang des Kanalabschnitts K2 und 
K3 Oder K2 und K4 erfolgen. Zur Durchfuhrung einer isotachophoretischen 
Trennung muB das System mit einer Probe und entsprechenden Puffern 

5 befullt werden. Dabei muB das Probevolumen an einer Seite in Richtung 

der Trennstrecke mit einem Puffer (Leading-Puffer) und an der anderen 
Seite mit einem anderen Puffer (Terminating-Puffer) in Kontakt sein. Durch 
die Verzweigung Vz des Kanalsystems besteht die Moglichkeit, uber die 
Reservoire R2 und R3 unterschiedliche Leading-Puffer einzufullen. 

1 0 Das Ausschleusen von aufgetrennten Komponenten aus der Probe kann 
uber den FluidikanschluB F3 erfolgen. 

Um die gewunschte Anordnung von Probe und Puffern im Kanalsystem zu 
erreichen, werden zunachst, wie unter A in der Abbildung schematisch 

15 dargestellt, die Fluidikanschlusse F2 (AuslaB), F4, F5 und F6 (Einlasse) 
geoffnet und das Kanalsystem uber die drei Reservoirs mit den beiden 
Leading-Puffern (iiber R2 und R3, schrag schraffiert bzw. gepunktet 
dargestellt) und dem Terminating-Puffer (uber R1, senkrecht gestreift 
dargestellt) gefullt. Uberschussiger Puffer kann durch den FluidikanschluB 

20 F2 austreten. Auf diese Weise fiillt sich Kanalabschnitt K1 mit Terminating- 
Puffer, der Abschnitt K3 mit Leading-Puffer (LE2) uber R2, Abschnitt K4 mit 
Leading-Puffer (LEI) uber R3 und Kanalabschnitt K2 enthalt eine Mischung 
der beiden Leading-Puffer. Die Fluidikanschlusse F1 und F3 bleiben bei 
diesem Schritt geschlossen. 

25 

Der Kanalabschnitt K2 kann wahlweise mit Leading-Puffern uber R2 oder 
R3 gefullt werden. K2 stellt den ersten Abschnitt der Trennstrecke dar 

In Teil B der Abbildung wird gezeigt, wie die Probe in den Kanalabschnitt 
30 K1 eingebracht wird und der Kanalabschnitt K2 mit einem Leading-Puffer 
uber R3 gefullt wird. Die Fluidikanschlusse F5 und F6 sind geschlossen 
und es wird kein weiterer Terminating-Puffer uber R1 sowie kein weiterer 
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Leading-Puffer (LE2) uber R2 gepumpt. FluidikanschluB F4 ist geoffnet und 
Kanalabschnitt K2 wird mit Leading-Puffer (LE1) uber R3 gefullt. 
Gleichzeitig ist der FluidikanschluB F1 geoffnet und die Probe wird uber F1 
zugefuhrt (dargestellt ais Wellenlinien), Uber den geoffneten Fluidik- 

5 anschluB F2 kann uberschussige Probe und uberschussiger Leading-Puffer 
(LEI) austreten. Dadurch, daB der Leading- Puffer (LEI) und das 
Probevolumen simultan gegeneinander gepumpt werden, wird eine 
besonders prazise Fullung der Kanalabschnitte K1 und K2 erreicht. Auf 
diese Weise ist es moglich auch mit Pumpen, die eine geringe Pulsation 

10 besitzen. eine exakte Befullunn vorzunehmen. 

Nach Beendigung des Fullvorganges werden die Fluidikanschlusse 
geschlossen. Man erhalt so ein abgeschlossenes System ohne 
hydrodynamischen FluB, in dem die Trennung reproduzierbar durchgefuhrt 

15 werden kann. Die Probe kann ganz oder in Fraktionen uber die 

Kanalabschnitte K2 und K3 oder uber die Kanalabschnitte K2 und K4 
getrennt werden. Sobald die Probe oder eine gewahlte Fraktion durch den 
Kanalabschnitt K2 gewandert ist und an der Verzweigung Vz angekommen 
ist, kann entschieden werden, ob die Trennung weiter in Richtung K4 oder 

20 K3 gefuhrt werden soil. Dies geschieht durch dauerndes oder zeitweises 
Umschalten der Anodenpotentials von F4 auf F6. 



25 



Die folgende Tabelle zeigt nochmals im Uberbiick die Schaltung der 
Fluidikanschlusse wahrend der einzelnen Schritte der Probenaufgabe: 
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Nach Beendigung des Fullvorganges werden die Fluidikanschlusse (F1-F6) 
geschlossen. 

Im folgenden werden beispielhaft einige Schaltvorgange fiir verschiedene 
5 analytische Prozesse auf einer Analyseeinheit entsprechend Abbildung 2 
aufgefCihrt: 

(Die Spannung wird jeweils hinter den Fluidikanschlussen angelegt) 

1. ) Einfache Trennung (Trennkanale K2 und K4) 

1 0 Anode : F4 Kathode : F5 

2. ) 2-stufige Trennung (Ausschleusung in internen Kanal K3) 

a.) Trennung in K2 Anode : F4 Kathode : F5 

(Umschalten, wenn Probenkomponente kurz vor Vz) 
15 b.) Trennung in K3 Anode : F6 Kathode : F5 

3. ) 2-stufige Trennung (Ausschleusung und Uberfuhrung in externen Kanal) 

a.) Trennung in K2 Anode : F4 Kathode : F5 

(Umschalten, wenn Probenkomponente kurz vor Vz) 
20 b.) Uberfuhrung nach auBen uber F3 Anode : F3 Kathode : F5 

Abbildung 3 zeigt schematisch das Kanalsystem einer DurchfluBeinheit mit 
einer erfindungsgemaBen Vorrichtung zur Probenaufgabe und 
verschiedenen Moglichkeiten zur Probenentnahme. Die Abschnitte bzw. 
25 Segmente des Kanalsystems sind mit K1 bis K7 bezeichnet, die 

Fluidikanschlusse mit F1 bis F8 und die Detektorelektroden mit D1. Das 
gezeigte System bietet die Moglichkeit, Analyten aufzureinigen, indem 

1 . der Analyt nicht bewegt wird und die Matrix abgetrennt wird 

2. der Analyt abgetrennt wird. 



Im folgenden wird die Funktion der einzelnen Fluidikanschlusse bei diesen 
beiden moglichen Vorgehensweisen eriautert: 
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F1: FluidikanschluB zum Befullen von K1 (und eventuellen weiteren 
anschlieBenden Kanalsegmenten) mit Endpuffer. Bei F1 erfolgt der 
AnschluB an eine externe Leistungselektrode. 
F2: FluidikanschluB zum Befullen mit Primarprobe (EinlaB) 
5 F3: FluidikanschluB zum Verdrangen der aufbereiteten Probe aus K3 
(EinlaB) 

F4: FluidikanschluB zum Entnehmen der aufbereiteten Primarprobe 
aus K3 (AuslaB) 

F5: FluidikanschluB zum Befullen der DurchfluBeinheit mit Primarprobe 
10 (AuslaB) 

F6: FluidikanschluB zur Entnahme der aufbereiteten Probe aus K6 
(EinlaB) 

F7: FluidikanschluB zur Entnahme der aufbereiteten Probe aus K6 
(AuslaB) 

15 F8: FluidikanschluB zum Befullen des Kanalsystems mit Leitpuffer. Bei 
F8 wird die zweite externe Leistungselektrode angeschlossen. 

Somit ergibt sich fur Fall 1 folgende Vorgehensweise: K1 wird mit 
Endpuffer, K2, K3 und K4 mit der Primarprobe und K5, K6 und K7 mit dem 

20 Leitpuffer befullt. Wahrend einer isotachophoretischen Auftrennung 
wandern nun Matrix-Bestandteile aus K2 - K4 heraus in die 
Kanalsegmente K5-K7. Der Analyt verbleibt in K2-K4. Demnach befindet 
sich am Ende der Trennung in K1 Endpuffer, in K2 bis K4 die aufbereitete 
Sekundarprobe mit dem Analyten und in K5 bis K7 der Leitpuffer und die 

25 abgetrennte Matrix der Primarprobe. Die Sekundarprobe mit dem Analyten 
kann nun aus K3 uber F3 (EinlaB) und F4 (AuslaB) entnommen werden. 
Bevorzugt erfolgt die Entnahme unter fokussierenden Bedingungen. 

'\:Uia!systern (jonau wie in r ail dbtui;' - r ~ wikj ri^it rnciDuTter k.^ k - 
und K4 mit der Primarprobe und K5. K6 und K7 mit dem Leitpuffer befullt. 
Wahrend der Trennung wandert dor Analvt aus Kanalseqment K2-K4 in 
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Richtung K5-K7. Durch den Detektor D1 kann festgestellt werden, wann der 
Analyt die Detektlonsstelle passiert und die Trennung zum gewunschten 
Zeitpunkt beendet werden. Idealenweise wird die Trennung beendet, wenn 
sich der Analyt in Kanalabschnitt K6 befindet. In K1 befindet sich dann der 
Endpuffer, in K2 bis K5 Endpuffer mit Matrixbestandteilen, in K6 der Analyt 
und in K7 der Leitpuffer und Matrixbestandteile. Der Analyt kann aus K6 
uber F6 (EinlaB) und F7 (AuslaB) entnommen werden. Die Entnahme 
erfolgt bevorzugt unter fokussierendem Feld. 

Ausschleusevorrichtung: 

Fiir die erfindungsgemaBe Ausschleusevorrichtung mul3 das Kanalsystem 
der DurchfluBeinheit neben Bereichen zur Probenaufgabe und einem 
Trennkanal mindestens eine von eInem Trennkanal ausgehende X- Oder Y- 
Verzweigung aufweisen. Zur Integration mehrerer Ausschleusungs- 
vorrichtungen konnen an beliebigen Stellen des Kanalsystems weitere 
Verzweigungen eingefuhrt werden. 

Die Elektroden, die fiir die Ausschleusevorrichtung benotigt werden, sind 
Transportelektroden, die sich an den Enden der verzweigten Kanale 
befinden und ein Umschalten des Potentials zwischen den beiden Kanalen 
ermoglichen, sowie Detektionselektroden, die bevorzugt zwischen 40 mm 
und 0,1 , bevorzugt zwischen 20 mm bis 0,1 mm vor der Abzweigung 
positionlert sind. 

Weiterhin wird zur Steuerung des Ausschleusevorgangs eine 
Schaltvorrichtung benotigt, mit der das Potential umgeschaltet werden 
kann. Das Umschalten kann manuell oder bevorzugt computergesteuert 
erfolgen. In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform erhalt die 
Schaltvorrichtung ein Signal, sobald der Analyt den Detektor passiert und 
schaltet dann selbstandig zu einem geeigneten Zeitpunkt das Potential um. 
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Abbildung 4 veranschaulicht das Ausschleusen einer Substanz mithilfe der 
erfindungsgemaBen Ausschleusevorrichtung. Es werden drei verschiedene 
Stadien des Ausschleusens in den Bildern A, B und C gezeigt. Die 
schematisierte Ausschleusungsvorrichtung besteht aus einem Y- 

5 verzweigten Kanalsystem mit den Transportelektroden 1 , 2 und 3 an den 
Enden der Kanale. Das Kanalstuck zwischen Elektrode 1 und 2 dient als 
Trennkanal, derzu Elektrode 3 abzweigende Kanai ist der 
Ausschleusungskanal. Kurz vor Abzweigung des Ausschleusungskanals 
befindet sich im Trennkanal eine Detektorelektrode 4. In Bild A wandern die 

10 zu trenrsenden Substanzen 5 und 6 aufgrund eines Potentials zwischen den 
Elektroden 1 und 2 entlang des Trennkanals. Bild B zeigt den Moment, in 
dem die gesuchte Substanz 5 die Detektorelektrode passiert. Das 
detektierte Signal, beispielsweise die spezifische relative Leitfahigkeit, 
bewirkt ein Umschalten des Potentials, so dal3 nun ein Potential zwischen 

15 Elektrode 1 und 3 besteht. Dadurch wandert, wie in Bild C gezeigt, 

Substanz 5 in den Ausschleusekanal und wird so von Substanz 6, die sich 
im Trennkanal befindet, separiert. Nachdem Substanz 5 den 
Detektorbereich passiert hat und in den Ausschleusungskanal gewandert 
ist, kann das Potential erneut umgeschaltet werden, damit keine weiteren 

20 Substanzen in den Ausschleusungskanal gelangen. 

Fluidikversorgung: 

ErfindungsgemaB werden alle Ventile, Pumpen bzw. Mikropumpen, 
25 dichtschlieBende Mikropumpen, Mikromischer oder sonstigen Anschlusse 
der erfindungsgemaBen Vorrichtung, die zum Befullen des Kanaisystems 
bzw. zum Entfernen von Gas und Flussigkeitsresten dienen, als 
Pli ilriikans;rhli')S5;p hpzpirhnpf In rier Roqel sind dip Ffijidikan<^rhirjs<^p 

'■ri^ ineDrauc^^ von aunf^n .1 r vrni df^r AnapTPrKammf )r aus a^i flu 

DurchfluBeinheit angeschlossen. Auf diese Weise mussen in der 
DurchfluBeinhGit lediglich entsprechende Ausspariingon vorgesehen 
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werden, was insbesondere fur DurchfluBeinheiten, die nach Gebrauch 
ersetzt werden, wesentlich kostengunstiger ist als der Einbau teurer Ventile 
etc.. 

An die hydrodynamische Reagenz- und Primarprobenzufuhr mussen zwei 
wesentliche Anforderungen gestellt werden: 

1 . Zu Beginn der elektrophoretischen Trennung mussen sich innerhalb des 
Kanalsystems der DurchfluBeinheit die Zonen der Puffer und der 
ProbenflQssigkeit reproduzierbar an den durch die Geometrie der 
DurchfluBeinheit vorgegebenen Orten befinden. 

2. Wahrend der gesamten elektrophoretischen Trennung sind 
hydrodynamische Effekte, etwa das Verschieben der Fiiissigkeitssaule 
durch Elektroosmose, auszuschlieBen. 

Die Erzeugung der Hydrodynamik in der erfindungsgemaBen 
Analyseeinheit kann mittels kommerziell erhaltlicher Mikropumpen erfolgen. 
Es hat sich jedoch gezeigt, daB diese Mikropumpen haufig Nachteile, wie 
unzureichende Standzeiten, nicht reproduzierbare FluBraten oder 
Gasentwicklung unter Pumplast, aufweisen. Daher wird der Einsatz von 
Mikropumpen erfindungsgemaB nicht bevorzugt. Es wurde vielmehr 
gefunden, daB konventlonelle Pumpen/Spritzen und Ventile fur die 
miniaturisierte Anwendung eingesetzt werden konnen. Voraussetzung dafur 
ist die zeitliche Synchronisierung der hydrodynamischen Prozesse. 

Fur Punkt 1 ist es erforderlich, etwa vorhandene Gasblasen aus dem 
Kanalsystem zu entfernen. Dies ist mit einem aktiven hydrodynamischen 
System, wie etwa einer peristaltischen Pumpe leicht moglich, indem ein 
Gasbolus zum Einsammein von kteineren Gasblasen benutzt wird. 
Aufgrund der durch die Geometrie des DurchfluBeinheit fest vorgegebenen 
Volumina und der im Bereich der miniaturisierten Dimensionen zu 
vernachlassigenden Mischeffekte, ist es nicht notwendig eine prazise 
Volumendosierung vorzunehmen. Die mit dem Betrieb von 
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Peristaltikpumpen einhergehende Pulsation der Flussigkeitsaule erwies 
sich als unschadlich, sobald zwei Pumpen synchronisiert im Gegenstrom 
zueinander eingesetzt wurden. Ebenso ist das MeBprinzip weitgehend 
unempfindlich gegeniiber Schwankungen in den FluBraten. Dies erniogllcht 
5 die VenA/endung von robusten und preiswerten Vorrichtungen, wie z.B. 

Peristaltikpunnpen, Spritzen oder Spritzenpumpen. Der Einsatz von teuren 
und storanfalligen sogenannten Mikropumpen ist nicht erforderlich. 

Fur Punkt 2 ist es erforderlich, daB das Kanalsystem der DurchfluBeinheit 

i w Wdl li ti^l lU uici i_icr\ii opi iv-ri coo I ly vji wvjy I icAi I iiowi I ^^^v^i ii\i^«jov^i ■ i^i. t^tX:i%j wnvi 

entweder durch Pumpen mit inharenter Ventilfunktion oder durch die 
Kombination von Pumpen mit zusatzlichen Ventilen erreicht. Das 
Totvolumen der verwendeten Ventile em'\es sich uberraschenderweise als 
unschadlich sobald der SchlieBvorgang der Ventile zeitlich synchron 
1 5 durchgefuhrt wurde. 

Bei dieser optimierten Steuerung der hydrodynamischen Funktionen 
konnten typische Volumenabweichungen von unter 2 % erreicht werden. 

20 Spannungsversorgung: 

Die Spannungsversorgung dient der Durchfuhrung der elektrophoretischen 
Trennung. Sie erfolgt durch AnschluB von Leistungselektroden an die 
DurchfluBeinheit oder bevorzugt durch Kontaktierung von in der 
25 DurchfluBeinheit integrierten Leistungselektroden uber entsprechende 
Anschlusse. Bevorzugt liefert die Vorrichtung zur Spannungsversorgung 
Stromstarken zwischen 0 und 50 ^lA bei einer maximalen Spannung von 8 
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Detektoren: 

Die Detektion der Analyte erfolgt bevorzugt optisch oder elektrochemisch. 
Im allgemeinen sind die Detektoren der erfindungsgemaBen Analyseeinheit 

5 derart gestaltet, daB sich auf der DurchfluBeinheit entsprechende 

Kontaktstellen befinden, die dann von auBen, d.ii. in der Regel von der 
Adapterkammer aus, angeschlossen werden konnen. Im Falle einer 
elektrischen Detektion befinden sicin dennnach in der DurchfluBeinheit 
entweder integrierte Elektroden, die von auBen kontaktiert werden konnen, 

10 Oder Aussparungen, in die reversibel Elektroden von auBen eingebracht 
werden konnen. Entsprechendes gilt fur optische Detektoren. 

Bei Leitfahigkeitsmessungen mussen die Detektorelektroden und der 
Leitfahigkeitsdetektor entkoppelt sein. Dies erfolgt bevorzugt uber PTFE 
15 (Polytetrafiuorethylen) isolierte Spulen. 

FCir Analyseeinheiten, in denen Substanzen elektrophoretisch aufgetrennt 
werden, wird die Forderung einer universellen Detektionsmethode 
besonders gut von elektrischen Detektionsnnethoden wie der Leitfahigkeits- 

20 messung erfullt. Die Charakterisierung der Analyte erfolgt dabei uber deren 
spezielle elektrische Leitfahigkeit. Eine bestimmte Substanz generiert in 
einem gegebenen Elektrolytsystem immer die gleiche relative Leitfahigkeit. 
Dies gilt fur aufeinander folgende Messungen in einer miniaturisierten 
Analyseeinheit und auch fur Messungen, die in mehreren miniaturisierten 

25 Analyseeinheiten eines Bautyps erfolgen. 

Bevorzugt wird in der erfindungsgemaBen Vorrichtung daher eine 
elektrische Leitfahigkeitsmessung verwendet, die im Falle von direkt 
kontaktierenden Elektroden den elektrischen Strom oder den elektrischen 
30 Spannungsabfall erfaBt oder aber im Falle von galvanisch entkoppelten 
Elektroden uber die Messung des dielektrischen Widerstandes erfolgt. 



wo 00/7751 1 - 29 - PCT/EPOD/05518 



Zum Einkoppein bzw. Auskoppein von optischer Leistung in bzw. aus 
einem Kanal werden ubenA/iegend Verfahren verwendet, bei denen 
optische Fasern direkt vor einer Glaskapillare (z.B. „klassische CE") 
positioniert werden. Fur die Laser-induzierte Fluoreszenzmessung (LIF) in 
5 mikrostrukturierten Kanalen in planaren zweidimensionalen Systemen 

haben sich Verfahren etabliert, bei denen das anregende Laserlicht auf den 
Kanal uber eine Freistrahloptik fokussiert wird und die Fluoreszenz uber ein 
freistrahloptisches System (Mikroskop, evtl, konfokal, mit optischem 
Detektor, z.B. CCD-Kamera) detektiert wird. 

10 

Das Ein- und/oder Auskoppein optischer Leistung in definierte Bereiche 
mikrostrukturierter planarer fluidischer Systeme wird durch die in Abbildung 
5 gezeigte Anordnung in geeigneter Weise realisiert. Diese bevorzugte 
Anordnung eriaubt das Heranfuhren einer bzw. mehrerer optischer Fasern 

15 an die mikrostrukturierten Kanale. Die Anordnung besteht aus einem 

sogenannten Doppelkonus (7), in den optische Fasern (8) eingebracht sind. 
Dieser Doppelkonus verschlieBt in dieser Ausfuhrungsform den Kanal, d.h. 
das fluidische System (6) flussigkeits- und gasdicht und ermoglicht 
gleichzeitig, optische Leistung an definierte Positionen in den Kanal hinein- 

20 bzw. hinauszufuhren. Da fur die Fluidik-AnschluBtechnik im wesentlichen 
die optische Faser gegen einen Schlauch mit sehr dunnem Durchmesser 
ersetzt wird, sind Fluidik- und Optik-Verbindung in einfacher Weise 
kombinierbar. Der AnschluB mittels einem Doppelkonus kann daher ebenso 
fur fluidische Anschlusse verwendet werden, wenn statt der optischen 

25 Fasern ein Schlauch oder eine Kapillare eingebracht wird. 

Im Falle eines optischen Anschlusses ist es zusatzlich moglich, durch 
denselben AnschluB Anrequnqslicht ein- und Emission auszukoppein 

'■^n^equruJ ufuj r:rnisstoii ifi /wei qeirerwHori rHSi^rn luruejn /j KonnfM' ode-' 
es wird in einer Faser sowohl die Anregungswellenlange als auch die 
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Emissionswellenlange gefuhrt. Dann sind ein zusatzlicher 3 dB-Koppler und 
ein optischer Filter zum Eliminieren der Anregungswellenlange notwendig. 

Soil die optische Faser keinen direkten Kontakt zur Flussigkeit haben, um 
5 eine Verschmutzung derselben zu vermeiden, kann eine dunne 

Materialschicht (9) im Substrat (2) verbleiben. Der Konus hat in diesem Fall 
keine Dichtfunktion. 



Adapterkammer: 

10 

Die Adapterkammer besitzt typischerweise eine Vorrichtung zur Arretierung 
der DurchfluBeinheit. Weiterhin dient sie dem reversiblen AnschluB von 
Fluidik, Elektrik, Elektronik und Optikverbindungen. Auf diese Weise kann 
die DurchfluBeinheit moglichst nur das Kanalsystem und notwendige 

15 Aussparungen zum AnschluB von Fluidik, Elektrik etc. enthalten. Alle 

weiteren Funktionalitaten werden durch die Adapterkammer zur Verfugung 
gestellt und konnen, wenn sie benotigt werden, an die DurchfluBeinheit 
angeschlossen werden. So kann die DurchfluBeinheit beliebig oft 
ausgetauscht werden oder beziiglich des Designs der Kanalstruktur und 

20 optionaler weiterer Funktionen, wie bestimmter Detektoren, 

Reaktionskammern etc. verandert werden, ohne daB die Adapterkammer 
stark verandert werden muB. Die Adapterkammer enthalt also z.B. eine 
Auswahl folgender Funktionalitaten: reversible Verbindungen der 
Leistungselektroden mit der Spannungsversorgung, reversible Verbindung 

25 der Detektionselektroden mit dem MeBgerat fur elektrische Leitfahigkeit, 
Zuleitungs- und Ableitungskapillaren fiir Trennpuffer und Probenmaterial, 
Anschlusse fur invasive Detektoren (potentiometrische Oder 
amperometrische Detektoren, Lichtleitfasern fur Durchlicht-, Streulicht- oder 
Fluoreszenzmessung etc.), ableitende Kapillaren zum Ausschieusen von 

30 abgetrennten Komponenten, Kuhlvorrichtung zur Ableitung von Joule'scher 
Warme wahrend einer Elektrophorese, Einrichtung zur Kontrolle der 
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relativen Luftfeuchte und Staubpartikeldichte in der Umgebung der 
DurchfluBeinheit. 

Der AnschluB der Funktionalitaten an die DurchfluBeinheit erfolgt 
5 typischerweise uber eine in die Adapterkammer integrierte Halterung, meist 
in Form einer Platte. Auf dieser Halterung befinden sich an Positionen, die 
zu entsprechenden Aussparungen in der DurchfluBeinheit 
korrespondierend sind, passende AnschluBeiemente. Als 
AnschluBelennente werden erfindungsgemaB Anschlusse bezeichnet, die 
10 fur die Verbindung zwischen der DurchfluBeinheii und den Funktionalitaten 
in der Adapterkammer sorgen. Die Kraft, die fur die Dichtung zwischen den 
AnschluBelementen und den Aussparungen auf der DurchfluBeinheit 
erforderlich ist, wird bevorzugt durch eine Anpressplatte vermittelt, die die 
Halterung mit den AnschluBelementen an die DurchfluBeinheit anpresst. 
15 Die Versorgung der AnschluBeiemente erfolgt bevorzugt durch Zuleitungen 
von der rCickwartigen Seite der Halterung. 

In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform sind die AnschluBeiemente 
nicht in einer Halterung positionsgenau fixiert, sondern konnen uber 
20 variable Schlauche oder Teleskoparme an jede beliebige Position in der 
DurchfluBeinheit angeschlossen werden. In diesem Fall muB die 

Abdichtung fur jeden AnschluB individuell z.B. uber Klammern etc. erfolgen. 
Diese Ausfuhrungsform ermoglicht eine groBere Variabilitat bezuglich des 
Designs der DurchfluBeinheit erfordert jedoch groBeren Aufwand bei deren 
25 AnschluB. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform erfolgt daher die 

-me^ Seite oc Malieruny angcDrachi sine. Uie hiuidikanscniusse aagegc-i, 
sind positionsgenau korrespondierend zur DurchfluBeinheit auf der 

Halterung angobracht Soli eine DurchfluBoinheit mit geanderte' 
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Kapillargeometrie vervvende ;rden, so muB die Halterung gegen eine 
Halterung mit entsprechend positionierten Fluidikanschliissen ausgetauscht 
werden. 

Abbildung 6 zeigt schematisch die Anbindung von Fluidik und Elektrik an 
eine Durchflu3einheit. Die DurchfluBeinheit besteht aus einem Substrat (1) 
und einenn Deckel (2). Das Substrat (1) ist mikrostrukturiert, so daB das 
Kanalsystenn (3) entsteht. Auf den Deckel (2) ist eine Leistungs- Oder 
Detektionselektrode (4) aufgebracht. Die DurchfluBeinheit wird von einer 
Arretien/orrichtung (5) gehalten. Oberhalb der DurchfluBeinheit befindet 
sich die Halterung (6) mit den AnschluBelementen, einem FluidikanschluB 
(8a-8c) und einer Elektrodenanbindung (9a-9c). Der FluidikanschluB wird 
hier zusatzlich durch eine austauschbare Dichtungsplatte (7) mit 
Kontaktelementen gehalten. Der FluidikanschluB besteht im wesentlichen 
aus einem SchlauchanschluB (8a) mit einer Anpressschraube zur 
Befestigung und Abdichtung der zufiihrenden Kapillare, einem 
Dichtelement (8b) und einem weiteren Dichtelement (8c), das paBgenau in 
die Ausparung in dem Substrat (1) eingefugt werden kann und so die 
Verbindung des Fluidikanschlusses mit der Kanaistruktur bewirkt. Die 
Elektrodenanbindung besteht im wesentlichen aus einem elektrischen 
Kontakt fiir Hochspannung oder zur Detektion (9a), einer Feder (9b) und 
einem Kontaktteil (9c), das mithilfe der Feder mit der Elektrode (4) in 
Kontakt gebracht werden kann. 

Die Steuerung der erfindungsgemaBen Analyseeinheit, inklusive der 
Spannungsversorgung, dem Umschalten der Spannung, der Detektoren, 
der Fluidikanschlusse etc. erfolgt bevorzugt mittels entsprechender 
Computersysteme. Es ist ebenso moglich, fur bestimmte Schaltvorgange 
eine manuelle Steuerung vorzusehen. Falls die Analyseeinheit eine 
Vorrichtung zum Ausschleusen von Substanzen besitzt, ist typischenA/eise 
auch die fur diesen Vorgang notwendige Schaltvorrichtung in das 
allgemeine Schaltsystem integriert. 
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Die erfindungsgemaBe Analyseeinheit ermoglicht durch die Kombination 
der erfindungsgemaBen Probenaufgabe, der Moglichkeit, an jeder 
beliebigen Stelle der DurchfluBeinheit Elektroden zu integrieren und der 
erfindungsgemaBen Ausschleusevorrichtung die Durchfuhrung 
verschiedenster Trennungen und Analysen. Da sehr groBe Probenvolumina 
aufgegeben werden konnen, ist die Analyseeinheit insbesondere fur die 
Probenvorbereitung geeignet. Beispielsweise konnen folgende Trenn- und 
Analysenproblenne behandelt werden: 

1. Abreicherung von Matrixkomponenten aus einer Primarprobe, bevorzugt 
dann, wenn die Primarprobe einen wesentlichen Anteil an ionischen 
Matrixkomponenten enthalt, die eine hohere elektrophoretische 
Beweglichkeit als der Analyt besitzen. 

Beispielsweise sind dies Analyten, wie Proteine, komplexe Kohlehydrate 
Oder Fragmente biologischer Membranen. Aus der Primarprobe werden 
niedermolekulare Saize elektrophoretisch extrahiert. 
AnschlieBend wird die so hergestellte Sekundarprobe bevorzugt 
hydrodynamisch einem weiteren analytischen ProzeB zugefuhrt. Nahere 
Angaben zur Matrixabreicherung bei sauren oder basischen Proteinen 
finden sich in Beispiel 1 und 2, 

2. Extraktion von Analyten aus der Primarprobe, bevorzugt wenn die 
Primarprobe einen wesentlichen Anteil von Matrixkomponenten enthalt, die 
eine geringere elektrophoretische Beweglichkeit besitzen als der Analyt. 

Ein Beispiel hierfur ist die Abtrennung von Alkalikationen aus Serum, 

der extrahierten Elektrolyte kommt. Die DurchfluBeinheit muB wegen der 
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nach der Extraktion verbleibenden Matrixruckstande entweder 
ausgewechselt Oder gereinigt werden. 

3. Abtrennung der Analyten aus der Primarprobe, wenn sowohl wesentliche 
5 Anteile von elektrophoretisch mobileren als auch elektrophoretisch weniger 
mobilen Bestandteilen vorhanden sind. 

Dieser in der Praxis haufige Fall erfordert die Uberwachung der 
elektrophoretischen Trennung, wobei die Voiumenelemente, die Analyten 
enthalten, 1. identifiziert werden mussen, 2, deren geonnetrische 
10 Ausdehnung bestimmt werden muB und 3.die Voiumenelemente der 

Sekundarprobe durch einen gesteuerten Fluidikvorgang (Ausschteusen) 
von den Volumenelementen der Matrix abgetrennt werden mussen. in 
Beispiel 4 ist die Auftrennung von organischen Sauren aus Wein gezeigt. 

15 4. Anreiclierung von Analyten im UnterschuB 

Die erfindungsgemaBe Analyseeinheit gestattet die Anreicherung von 
Analyten, die in Spuren in einer Matrix aus ahnlich elektrophoretisch 
mobilen Substanzen enthalten sind, falls Bedingungen gefunden werden 
konnen, unter denen sich die elektrokinetischen Mobilitaten der Analyten 

20 um einige Prozent von den elektrokinetischen Molilitaten der 
UberschuBkomponenten unterscheiden. Das Verfahren der 
Isotachophorese ermoglicht die Entmischung von gelosten ionischen 
Komponenten, Im Gegensatz zu chromatographischen Verfahren spielen 
molekulare Wechselwirkungen zwischen Komponenten der Primarprobe 

25 mit einer stationaren, heterogenen Phase keine Rolle. Ebenso werden 
keine homogenen, stationaren Phasen wie immobilisierte Puffer Oder 
porenbiidende Gele venA/endet. Weiterhin kommt es im Verlauf der 
Abtrennung der Analyten nicht zu einer zunehmenden Verdiinnung mit dem 
Losungsmittel. Im Gegenteil ist es moglich, die Analyten in homogenen 

30 Zonen aufzukonzentrieren. 
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Neben den Abtrennen und Aufkonzentrieren des Spurenanalyten muB 
sichergestellt werden, daB das sehr kleine Volumenelement, welches den 
Spureneanalyten enthalt, in einfacher Weise detektiert werden kann. Dazu 
venvendet man bevorzugt einen sogenannten Spacer, der der Primarprobe 

5 zugesetzt wird. Der Spacer besitzt eine ahnliche elektrophoretische 
Mobilitat wie der Analyt und wird mit ihm zusammen detektiert und 
selektioniert. Der Spacer hat keinen oder geringen EinfluB auf den mit der 
Sekundarprobe vollzogenen analytischen ProzeB. In Beispiel 4 b) und c) 
wurde der Probe jeweils Aspartat als interner Standard und Spacer 

10 zvvischen Gluconat und Succinat zugesetzt. 



Bevorzugt wird die erfindungsgemaBe Analyseeinheit derart eingesetzt, 
daB Serien von zeitlich aufeinander folgenden Probenzufuhrungen 
durchgefuhrt werden konnen, ohne Reagenzien oder die DurchfluBeinheit 

15 zu erneuern. Nach dem AbschluB der Serie konnen die Reagenzien und 
die DurchfluBeinheit in einfacher Weise ausgetauscht werden. Ein groBer 
Vorteil der Erfindung besteht darin, daB die analytische Leistung der 
Probenvorbereitung uber einen langen Zeitraum ohne Wartungsaufwand 
wiederholt verfugbar ist und Ort sowie Zeitpunkt des analytischen Einsatzes 

20 in einem weiten Rahmen wahlbar sind. In einer bevorzugten 

Ausftihrungsform vereinigt die erfindungsgemaBe Analyseeinheit die 
Vorteile eines softwareubenA/achten Komplettsystems: Normierbarkeit der 
Probenvorbereitung, Wiederholbarkeit der Auftrennung, Qualitatskontrolle, 
intrinsische Fehlererkennung, mit den Vorteilen der Miniaturisierung, wie 

25 geringe Geratekosten, Mobilitat, geringe GroBe, niednge Betriebskosten 
und einfache Bedienung 

3orat einracne^ vVeise zu^ Hrnr>en\/rnr)erpiTijnn udm ais rniniritiirsipnn' 



Analysensystem einzusetzen. 
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Auch ohne weitere Ausfuhrungen wird davon ausgegangen, daB ein Fach- 
mann die obige Beschreibung im weitesten Umfang nutzen kann. Die 
bevorzugten Ausfuhrungsformen und Beispiele sind deswegen lediglich als 
beschreibende, keineswegs als in irgendeiner Weise limitierende Offen- 
barung aufzufassen. 

Die vollstandige Offenbarung alier vor- und nachstehend aufgefuhrten 
Anmeldungen, Patente und Veroffentlichungen, insbesondere der 
korrespondierenden Anmeldungen DE 199 27 533.5, DE 199 27 534.3 und 
DE 199 27 535.1, eingereicht am 16.06.1999, und PCT/EP 00/05204, 
PCT/EP 00/05205 und PCT/EP 00/05206, eingereicht am 06.06.2000, ist 
durch Bezugnahme in diese Anmeldung eingefuhrt. 

Beispiele 

I.Beispiei IMatrixabreicherung bei sauren Proteinen 

Die Primarprobe enthalt saure Proteine mit isoionischen Punkten im 
Bereich von pl=5 bis pl=6. Von dieser Proteinfraktion sollen weitere 
Matrixbestandteile besonders aber basische Proteine mit isoionischen 
Punkten im Bereich pi = 9 bis pi =10 abgetrennt werden. 
Trennbedingungen: 

Die Leistungselektode des Endpuffers ist ais Kathode geschaitet. Der pH- 
Wert des Leitpuffers ist im Bereich pH = 5,5. Unter diesen Bedingungen 
weisen die sauren Proteine eine vernachlassigbare Nettoladung auf und 
wandern nicht im elektrischen Feld, sondern verbleiben wahrend der 
Isotachophorese im Probeneingabesegment. Die basischen Proteine 
weisen dagegen eine positive UberschuBladung auf und wandern in 
Richtung der Kathode, Je nach Aufgabenstellung konnen entweder nur die 
Matrix-abgereicherten, sauren Proteine als Sekundarprobe aus dem 
Probeneingabesegment entnommen werden, oder es konnen zusatzlich die 
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basischen Proteine aus einem Trennkanalsegment entnommen werden. 
Die Gewinnung der basischen Proteine erfordert langere Trennzeit. 
Elektrolytsystem: 

Leitpuffer: 20 mM Natriumacetat + Essigsaure + MHEC 
5 (Methylhydroxyethylzellulose zur Unterdruckung des elektroosmotischen 
Flusses) pH-Wert 5.5 
Endpuffer : 10 mM Essigsaure 

2. Beispiel Matrixabreicherung bei basischen Proteinen 

I \j 

Die Zusammensetzung der Probe ist entsprechend Beispiel 1 . 
Die Leistungselektrode des Endpuffers ist als Anode geschaltet. Der pH- 
Wert des Leitpuffers liegt im Bereich von pH = 9 bis pH = 10, so da3 
Proteine mit isoionischen Punkten von 9 bis 10 nicht inn elektrophoretischen 
15 Feld wandern. 
Puffersystenn: 

Leitpuffer : 20 mM HCl Oder Essigsaure, MHEC, pH = 9.5 
Endpuffer: 20 mM bis-tris Propan, pH = 10,5. 

20 Weitere Puffersysteme, die fur elektrophoretische Matrixabtrennung von 
Proteinen gemaB ihren isoionischen Punkten geeignet sind, sind im 
folgenden aufgefuhrt: 

Die Leistungselektrode des Leitpuffers ist jeweils als Anode geschaltet: 

25 pH 6-7 

Leitpuffer: 20mM HCL + Histdin + MHEC, 

Endpuffer: 10 mM Morpholinoethansulfonsaure, MES,+ Histidin. 



Endpuffer: 10 mM y-Morpholinopropansulfonsaure + Imidazol 
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pH 8-9 

Leitpuffer: 20 mM HCI + Trishydroxymethylaminomethan TRIS +MHEC 
Endpuffer: 10 mM N-Tris(hydroxymethyl)methyl-3- 
aminopropansulfonsaure,TAPS, +TRIS 

5 

3. Beispiel Abtrennung von Kationen aus Serum 

Die Primarprobe, Serum, wird 10-fach mit Wasser verdunnt und uber eine 
0,45 |um Membran filtriert. 
1 0 Leitpuffer: 1 5 mM Casiumacetat + Weinsaure + 75 mM 1 8-Krone-6-Ether + 
10% Polyethylenglycol (300) + 0,1% Polyethyienglycol (5000000), pH = 5,0 
Endpuffer: 10 mM Zinkacetat + Essigsaure, pH = 5,8. 
Strom: 1,2: 15 mA 

1 5 Das Ergebnis der Analyse findet sich in Abbildung 7 (Auf der Abszisse ist 
die Zeit in Sekunden aufgetragen). 

1 = Ammonium 

2 = Natrium 

3 = Magnesium 
20 4 = Calcium 

5 = Kalium 
R = Widerstand 
LE = Leitpuffer 
TE = Endpuffer 

25 

4. Beispiel Analyse von Wein 
Trennbedingungen: 

LE: 10 mmol/l HCI + p-Alanin + 0.1 % Methylhydroxyethylcellulose, 
20 pH = 2.9 

TE 1 : 5 mmol/l Capronsaure -f Histidin, pH = 6.0 
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TE 2: 5 mmol/l Glutaminsaure + Histidin, pH = 5.0 

In den Abbildungen 8 bis 10 ist die Auftrennung derfolgenden Proben 
dargestellt. Auf der Abszisse ist die Zeit in Sekunden, auf der Ordinate der 
5 Widerstand R angegeben. Das in Beispiel 4 b) und c) zugegebene Aspartat 
fungiert als interner Standard und als Spacer zwischen Gluconate (9) und 
Succinat (11). 

a) 

0.2 mmol/l Sulphat, Sulphit, Phosphat, Malonat, Tartrat, Citrat, Malat, 
Lactat, Gluconat, Aspartat, Succinat, Acetat, Ascorbat, Sorbat 

Strom 1 : 1 0 ^lA 
15 Strom2:10)AA 
b) 

Abb. 9: 

20-fach verdunnter WeiBwein + 0.25 mmol/l Aspartat 

20 Strom 1 : 20 fiA 
Strom 2: 10 nA 

c) 

Abb.10: 

20-fach verdunnter Rotwein + 0.25 mmol/l Aspartat 

25 

Strom 1 : 20 ^A 
Strom 2: 10 ^A 



. = Suipnai 
2 = Sulphit 
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4 



3 



Phosphat 
Malonat 



5 



Tart rat 



6 



Citrat 



5 



7 



Malat 



8 = Lactat 

9 = Gluconat 

10 = Aspartat als interner Standard 
11= Succinat 

10 12 = Ascorbat 

1 3 = Acetat 

14 = Sorbat 

i = Verunreinigungen 



15 



20 



25 



30 
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Anspruche 

1. Analyseeinheit zur Probenvorbereitung, zumindest umfassend eine 
DurchfluBeinheit aus Kunststoff mit einem mikrostrukturierten Kanalsystem, 

5 eine Adapterkammer zur reversiblen Aufnahme der DurchfluBeinheit, eine 
Fluidikversorgung, eine Spannungsversorgung und mindestens einen 
Detektor, dadurch gekennzeichnet, daB zur Aufnahme der Probe ein 
Kanalabschnitt vorgesehen ist, an dessen Enden sich jeweils 
Fluidikanschlusse befinden. 

I u 

2. Analyseeinheit nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB eine 
Vorrichtung zum Ausschleusen von Probenteilen, die inn wesentlichen aus 
einem Kanalsystem mit mindestens einer Y-Verzweigung, mindestens drei 
Transportelektroden und mindestens einer Detektionsvorhchtung vor 

15 besagter Verzweigungsstelle des Kanalsystems und einer elektrischen 
Schaltvorrichtung besteht, in die Analyseeinheit integriert ist. 

3. Analyseeinheit nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Fluidikanschlusse Penstaltikpumpen, Spritzen oder Spritzenpumpen 

20 sind. 

4. Verwendung der Analyseeinheit nach einem der Anspruche 1 bis 3 zur 
isotachophoretischen Auftrennung einer Probe. 

25 5. Verwendung der Analyseeinheit entsprechend einem der Anspruche 1 

bis 3 zur Abreicherung von Matrixkomponenten aus einer Primarprobe, zur 
Extraktion von Analyten aus einer Primarprobe, zur Abtrennung von 
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Fig. 1 
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Fig. 3 
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Fig. 5 
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Fig. 8 
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Fig. 10 
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UBER DIE INTERNATIONAL^fcsAMMENARBEIT 

AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

00164-RR/hg 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ ISA/220) sowie. soweit 
VORGEHEN zutreffend. nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/ 05518 


Internationales Anmeldedatum 

{ Tag, Monat Jahr) 

15/06/2000 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag, MonatJahr) 

16/06/1999 


Anmelder 

MERCK PATENT GMBH 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde ersteitt und wird dem Anmelder gemaR 
Artikel 18 ubermittett. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser Internationale Recherchenbericht umfaRt insgesamt 3 Blatter. 

[X] Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Untertagen zum Stand der Technik bei. 



1 Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefiihrt worden. in der sie eingereicht wurde. sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

I I Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23 1 b)} durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden. das 

I I in der internationalen Anmeldung in Schrrflicher Form enthalten ist. 

I I zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

I I bei der Behorde nachtraglich m computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I Die Erklarung. daB das nachtraglich eingereichte schrlftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht. wurde vorgelegt. 

I I Die Erklarung. daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen. 
wurde vorgelegt. 

? Bestlmmte Anspruche haben sich als nIcht recherchlerbar erwiesen isiehe Feld h 

3 Q Mangelnde EInheltllchkelt der Erflndung isiehe Feld 11- 

A f iinsichtiich der Beze'chnung der Erflndung 

pTj wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I j wurde der Wortlaut von der Behorde wie folqt festqesetzt 



, jeno-^ At^rn'^jng 'J-?' Zelchnungen ^st 't-ht ■^.;^r /usarr--.' : .- , - - -j- -^'^ At^- 

I I -vie vom Anmelder \/orgeschlagen | X | keine der Abb 
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Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/05518 



A. KLASStFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANOES 

IPK 7 G01N27/447 B01L3/00 




Nach der intemationalen Patentklassifikation ilPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 




B. RECHERCHIERTE GEBIETE 


Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikatlonssymbole ) 

IPK 7 GOIN BOIL 


Rechetxjhierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen. soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 


Wahrend der intemationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegntfe) 


EPO-Internal 




C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Kategone 


Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erfordertich unter Angabe der in Betraoht kommenden Teile 


Betr Anspfuch Nr 


Y 


WO 98 05424 A (CHOW CALVIN Y H ;CALIPER 

TECHN CORP (US)) 

12. Februar 1998 (1998-02-12) 

das ganzG Dokument 


1-5 
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WO 96 04547 A (LOCKHEED MARTIN ENERGY SYS 

INC ;RAMSEY J MICHAEL (US)) 

15. Februar 1996 (1996-02-15) 

Seite 10, Zeile 7-31 

Seite 24, Zeile 18; Abbildung 1 
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WO 98 52691 A (ALBERTA RES COUNCIL ;UNIV 
ALBERTA (CA)) 

26. November 1998 (1998-11-26) 
Seite 11, Zeile 4-20 

-/- 


3-5 
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Vt^t< .Hentl-chung, die den ailgemeinn^'n Star-d ler Te<:~hnik deti.- 
aL">er n(cht als besotiders bedeutsam anzuseher^ ist 



nach defTi 'nt»7>nM*!<.ipai»=""- 



alteres Dokufnent. das jedoch erst am odef 
Anmetdedatum veroffenthcht worden ist 

Veroftentlichung. dit=- geeignet ..st, einen ("'nrint.Ttsar.sprijC"^ zwelt♦^i^a** ^ 
'>ch*=»inen zu !ass*^tT. ^^'der durch iiie das VeroHentlichung.sdarurT' f^m^' 
andei^^f i itri Pt?^: f en l~*inL"ienr-ht .jenannfp-f- Ver .-iffeniliChLin'] r-f^i'^g! a»^'- 
s<:>ll Ltder die aus euiem anderen bes<:>nder»^i"; Grund anqeg**h*='f- 



-.'der defi "^-noritatsdaturii ver-iiffertlicht worden ist urd f"" t der 
Ann-eldi^ng nicht kollidierr. .sonderr^: nur zum Verstandni.? de^ der 
trfindur~ig zugnjndeiiP'ger^den Pnnzips oder der ihr zugrundei!»-g^^'''.i'-M 
Thoone anqeqeben ist 
' Verotfentlichunq von t>esonderer Bedeutung. die beanspruchte Fi-iiniiung 
Karn ailt='in autgnjnd dieser Verotter^tlichung nicht als r-^eu .■si./ 
►^rfiridenscher Tatigkeit bervjhend L"^»='trachtet werden 

V^^T 'fft^i^thi-hur-ig V'..:>n t >*:^s- md^rt^r B^dt=»i.itung; die beanspRjChtM : 'iir / 
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Applicant's or agent's file reference 
100B252-rrgs 


SeeNotificationofTransmittalonntemational Preliminarv 

FOR FURTHER ACTION ^ , o ^ or-^r tdu a m i 

Examination Report (Form PCT/IPEA/4 16) 


International application No. 

PCT;EP00/05518 


Inicrnational filing date {day/month/year) 

15 June 2000 (15.06.00) 


Priority date {day/month/year) 

16 June 1999(16.06.99) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
GO IN 27/447 


Applicant 


MERCK PATENT GMBH 





This international preliminary' examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Anicle 36. 



rh;s REPORT consists of a total of 



sheets, including this cover sheet. 



I I This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
' — ' amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70. 1 6 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 

PnoritN 

Non-csuiblishmcnt of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to no\ elty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such stateriicnt 

Certain documents cited 

Certain detects in the inicrnational application 
Certain observations on the intcrnatii>nal application 



1 


□ 


11 


□ 


HI 


□ 


IV 


□ 


\' 


□ 


\i 


□ 


\ii 


□ 


VIII 


□ 



Date of subinisMon t)f the demand 



Dale of completion of this repon 



INTERNATIONA! 



[ELIMINARY EXAMINATION REPOR1 



International application No. 

PCT/EPOO/05518 



Basis of the report 



1. With 

□ 
□ 



□ 



regard to the elements of the international application:* 
the international application as originally filed 
the description; 

pages 1-40 

P^g^^s 

pages 



, as originally filed 



, filed with the demand 



filed with the letter of 



the claims: 
pages 

pages 

P^ges 

pages 



1-5 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 



_ , filed with the letter of 



□ 



the drawings: 

pages 

pages 



1/10-10/10 



, as originally filed 



, filed with the demand 



I I the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed 



filed with the demand 



, filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

I I the lan^ua^e of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23. 1(b)). 

□ 

the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

I I the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 

or 55.3). 

3 With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
prcliminarv examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

□ 

contained in the international application in written form. 

□ 

filed toizeiher w ith the international application in computer readable form. 

□ 

furnished subsequentlv to this Authority in written form. 

□ 

furnished subsequently to this .Authority in computer readable form. 

I I The statement that the sub.scqucntl\ turnishcd written sequence listing v.iocs not go heviind the disclosure in the 
intomaiional application as tiled has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 



□ 
□ 



The amendments have resulted in the cancellation of 

the descriptit>n, pages 

I I the claims, Nos. __ 

I I the dravMngs, sheets fig 
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V, Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelt>', inventive step or 
citations and explanations supporting such statement 


industrial applicability; 




1 . Statement 






Novelty (N) Claims 1 




YES 


Claims 




NO 


Inventive step (IS) Claims 




YES 


Claims 1 


-5 


NO 


Industrial applicabililN (I A) Claims 


- 5 


YES 


Claims 




NO 


2. Citations and explanations 



Reference is made to the following documents: 
Dl: WO 98/05424 

D2 : BIOSENSORS AND BIOELECTRONICS , Vol. 13, 
No. 3/04, 1998, pages 427-438. 



Novelty: 

It should first be noted here that the term ''fluidic 
connectors" is unclear because it is not possible to 
determine what kind of components of the device are being 
referred to. Moreover, this term does not appear to have 
any generally recognised meaning in the specific technical 
field. Hereinafter, therefore, the term "fluidic 
connector" will be unaerstooo to designate those features 
disci C'Sed in Claim. 3. 



The 

and 



pream.ble to Claim. 1 is 
related text. Claim 1 



known fromi Dl - see Figure 1 
further discloses ''that a 



INTERNATION^ ^^EUMINARY EXAMINATION REPQI^ ^ 



Internationa! application No. 
PCT/EP 00/05518 



Dependent Claim 4 defines the use of the analysis unit 
according to Claim 1 and is therefore likewise novel. 

Inven t i ve s t ep : 

From the prior art, the use of channel sections with 
"fluidic connectors" likewise appears to be known to the 
person skilled in the art. D2 discloses a device with 
microstructured channel systems, where the sample is 
introduced using spray pumps - see Figures lA and 3. To 
modify the device known from Dl by using spray pumps to 
introduce the samples would therefore appear to constitute 
conventional practice and not to involve an inventive step 
(PCT Article 33(3)). 



The use of arrangements comprising a microstructured 
channel system for electrophoret ic and isotachophoret ic 
separation is known in the art. Claims 4 and 5 therefore 
cannot to be considered to involve an inventive step (PCT 
Article 33(3)). 



Industrial applicability : 

Industrial applicability is acknowledged (PCT Article 
33 (4) ) . 



VERTRAG UB 



DIE INTERNATIONALE Zl^hviMEN AnBEIT A UEJ3EM 
GEBIET DES PATENTWESENS jREc c 2 1 SEP 2001 I 

PCT 



_\'_FO 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) .-^ 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
100B252-rrgs 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vortaufigen Prutungsbenchts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/E POO/055 18 


Internationales Anmeldedatum (Tag/MonaVJahr) 
15/06/2000 


Pnoritatsdatum (Tag/MonaVTag) 
16/06/1999 


Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IRK 
G01N27/447 


Anmelder 

MERCK PATENT GmBH 



1. Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gema3 Artikel 36 ubermrttelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschliefBlich dieses Deckblatts. 

AuBerdenn liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaitungsrichtiinien zum PCT), 

Diese Aniagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



II 
III 
IV 

V 

V! 
VII 
VIII 



S Grundlage des Berichts 

^ Pnoritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit. erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

"N Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der rjeuheit. der erlindenschen Tatigkeit und der 
gewerbltchen Anwendbarkeit: Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angetuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



unj i-^ostc^nscriritl cjor nut 
r jfunQ beauftraciten Behorcjo' 



F5evo!irT^(iC*"tig;e- Be:liensteter 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/0551 8 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzbiatter, die dem Anmetdeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 bin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich 
eingereicht" and sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regein 70. 16 und 70. 17)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-40 ursprungliche Fassung 



Patentanspriiche, Nr.: 

1-5 ursprungliche Fassung 



Zeichnungen, Blatter: 

1/10-10/10 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die Internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfijgung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung. die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 

Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Annneldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 

Internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden. das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtragllch in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 



- \ 



- - i- . 



4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 
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□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche. Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzbfatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1 . Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-5 

Nein: Anspruche 

Erflnderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 1-5 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-5 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 
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Abschnitt V: 

1 . Auf folgende Dokumente wird verwiesen: 
D1 = WO 98/05424 

D2 = Biosensors & Bioelectronics, Bd. 13, Nr. 3/04, 1998, Seiten 427-438 

N: An dieser Stelle sei zuerst erwahnt, da3 der Ausdruck "Fluidikanschlusse" unklar 
ist, da nicht erkennbar ist welche Art von Vorrichtungsteilen genneint sind. 
Daruberhinaus scheint dieser Begriff auch keine allgemein anerkannte Bedeutung 
im speziellen technischen Gebiet zu besitzen. Im folgenden warden daher unter 
dam Bagriff "Fluidikanschlusse" diejenigen Merkmale verstanden, die im 
Anspruch 3 angegeben sind. 

Der Obarbagriff das Anspruchs 1 ist aus dam Dokumant D1 bekannt (vgl. Figur 1 
und dazugehorenden Text). Daruberhinaus definiert Anspruch 1, "daB zur 
Aufnahme der Probe ein Kanalabschnitt vorgesehen ist, an dessen Enden sich 
jeweils "Fluidikanschlusse" befinden" (Artikel 33(3) PCT. 

Der unabhangige Anspruch 4 definiert die Verwendung der Analyseeinheit nach 
Anspruch 1 und ist daher ebenfalls neu. 

ET: Die Verwendung von Kanalabschnitten mit "Fluidikanschlussen" zur Aufnahme 
der Probe scheint in der einschlagigen Technik ebenfalls zum Wissen des 
Fachmanns zu gehoren. Dokumant D2 zeigt eine Vorrichtung mit 
mikrostrukturiartam Kanalsystem, wobai die Probe mittels Spritzpumpen 
aufgebracht wird (siahe Figuren 1 A und 3). Eine Modifikation der aus D1 
bakannten Vorrichtung durch Verwendung von Spritzpumpen zur Probanaufgabe 
scheint daher in den Bereich fachmannischen Handelns zu fallen und keiner 
erfinderischen Tatigkeit zu bedurfen (Artikel 33(3) PCT). 



erfinderischen Tatigkeit zu beruhen (Artikel 33(3) PCT). 
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GA: Die gewerbliche Anwendbarkeit wird anerkannt (Atlikel 33(4) PCT). 



